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Carbohydrases of the kidney beans, Phaseolus Vulgaris L :  
purification and characterization of galactanase
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   Galactanase activity in a homogenized preparation of the kidney beans, Phaseolus 
vulgaris L was examined together with the other carbohydrase activities.  This enzyme 
was purified by the affinity column and gel-filtration column chromatography.  SDS-
PAGE showed the enzyme had molecular weight of 34kDa.  The enzyme hydrolyzed the 
substrate galactan by endo-type of action and produced several galacto-oligosaccharides. 
Because the substrate galactan used in this experiment was isolated from the gum arabic, 
which contained β－1, 3 － galactan as a major component, this enzyme would correspond 
to β－ 1, 3 － galactanase.
Key words ： Phaseolus vulgaris（いんげんまめ），galactanase（ガラクタナーゼ）， 















Nelson-Somogyi 法 8） を 用 い て 波 長 500nm（ 以 下、
A500 と表示）で測定した。全糖量はフェノール硫酸





と、基質の 2％ガラクタン又は 1％トレハロース 1ml
を混合し 30℃で 0、0.5、1、2、3、4、5、24 時間反応
後に加熱失活した反応液について、Nelson-Somogyi 法
（A500）で活性を測定した。次に、いんげんまめ 100g





①トウモロコシデンプンゲル 5 g と 2 M 硫安を含む
酵素液 2 g を混合し、4℃で一晩振とうしたものを
シリンジカラム（1.7cm × 8cm）に充填し、前半は
2 M 硫安を含む酢酸緩衝液（40mM、pH5.2）を用い
て、後半は硫安を含まない緩衝液を用いて 5 ml ず
つ 12 本を分画した。
② Sephacryl S －200（Pharmacia Biotech）を カラ ム
（1.3cm×30cm）に充填し、40 mM酢酸緩衝液（pH5.2）
で平衡化したものに酵素液を供試し、同緩衝液で溶
出、2 ml ずつ 50 本を分画した。
③ Toyopearl HW－55（TOSOH）をカラム（2.3cm ×
40cm）に充填し、40mM 酢酸緩衝液（pH5.2）で平
衡化したものに酵素液を供試し、同緩衝液で溶出、
















フィニティーカラム、Toyopearl HW －55 カラムで分画




























　 い ん げ ん ま め の 粗 酵 素 液 と 基 質 galactan、
trehalose の反応の経時変化を測定した（図 1 a ）。



















分を Sephacryl S －200 カラムに供した。タンパク質、
酵素活性を測定した結果、溶出の前半に大きな活性
ピーク（peak1）が得られた（図 2 b ）。これは、アフィ
ニティーカラムにより夾雑タンパク質の多くが除去さ
れ、酵素が精製されたことを示唆している。溶出の後











# Substrate Activity Substrate Activity Substrate Activity
1 Soluble starch 40.9 Sucrose 182.8 Soluble starch 50.8
2 Trehalose 30.2 Trehalose 143.2 Me-�-glucoside 42.2
3 Laminarin 28.7 Soluble starch 142.9 Xylan 36.0
4 Sucrose 27.8 Alginic acid 42.8 Glucomannan 32.8
5 Me-�-glucoside 27.3 Me-�-glucoside 36.9 Agar 31.9
6 Glucomannan 24.9 Pectinlemon 34.3 Alginic acid 30.6
7 Xylan 24.0 Xylan 27.5 �-Glucan 28.3
8 Pectinlemon 21.7 Dextran 26.9 Laminarin 27.6
9 Pectinapple 18.9 Laminarin 25.2 CMC 27.4
10 Pectic acid 17.9 Agar 23.4 Pectic acid 25.9
CMCCarboxymethyl-cellulose
Enzyme activities were represented by the amount of reducing sugar released as
the �mole of glucose

	
















a、基質の加水分解の経時変化。いんげんまめの酵素液による基質 Galactan ○、Trehalose □からの生成還
元糖量（A500、グルコース量μg/ml で表示）。
b、自己消化物の分析。いんげんまめの磨砕抽出物を用いて自己消化反応を行い、経時的に #5） 0h、#6） 


























レーン #1･4 は標準タンパク質で、①ミオシン 200kDa、
②β－ガラクトシダーゼ 116kDa、③ウシ血清アルブミン
66kDa、④アルドラーゼ 42kDa、⑤カルボニックアンハイ
ドラーゼ 30kDa、⑥ミオグロビン 17kDa。レーン #2 はア
フィニティーカラムの活性ピークで、殆どバンドは見え






～ d ）。両活性は pH4.5付近で最大活性を示したが、
pH 安定性はガラクタナーゼでは pH4.0 から pH6.5
付近までの範囲で安定であったのに対して、トレハ
ラーゼは pH5.0 から 7.0 までが安定で、それ以上の
アルカリ側では急激に失活した。ガラクタナーゼの
至適温度は 35 ～ 40℃付近にあり、トレハラーゼで








カラムで分画し、peak1 と peak2 に分けて、それぞ
れ基質特異性を検討した（表 2）。その結果、大半
の基質で peak1 の方が peak2 よりも活性が強く

























Pectic acid 88.4 68.5
Guar gum 26.8 15.3
Carageenan 12.4 62.7
Alginic acid 2.7 3.5
Agar 22.8 8.9
Enzyme activities were represented by the amount







　Sephacryl S －200 カラムを用いて基質ガラクタン
からの分解生成物の分析を行った。未処理の基質ガ
ラクタンは図 6 a のようにカラムの V0 位に溶出さ
れた。ガラクタナーゼによる分解物はカラムの後半




　Sephacryl S －200 カラムによる精製で得られた
peak1（図 2 b ）を基質ガラクタンと反応させてそ
の分解物を再度、Sephacryl S －200 カラムにより分
画して得られた分解物の Peak1、Peak2 について










 図５　Nordin plot による作用形式の測定
横軸の酵素活性（A500）はグルコース量に換算した遊離還
元糖量（μg/ml）で記載。縦軸は全糖量（A490）／還元糖量




































の経時変化および分解生成物の分析（図 1 a ，b）で、








率よく精製され（図 2 a ）、Sephacryl S－200 カラムで
得られた主成分（図 2 b ）の酵素は SDS-PAGE で分子




































a、いんげんまめのガラクタナーゼをゲル濾過のカラムで分画し、得られた活性 peak1、2（図 2b に示
すように分子量の違いで分画されたもの）を各種基質に作用させ、反応生成物を TLC で分析した。
　#1 Glc、#2 Pectin･lemon（peak1）、#3 Pectin･lemon（peak2）、#4 Pectin･apple（peak1）、 
#5 Pectin･apple（peak2）、#6 Galactan（peak1）、#7 Galactan（peak2）、#8 Carageenan（peak1）、 
#9 Carageenan（peak2）、#10 Galactose、#11 Galacturonic acid。
b、上記 a で用いた酵素（活性 peak1、2）を基質ガラクタンに作用させ、反応生成物を HPLC で分析
した。標準糖の溶出位置は① Rham、② Glc、③ Ara、④ Gal、⑤ Galacturonic acid。
22
アラビアガムなどにもガラクタンの存在が知られてい
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